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Fertilizante bacteriano y procedimiento de obtencion.
La presente invencion es un fertilizante bacteriano
(biofertilizante) consistente en una suspension que
contiene celulas de nuevas estirpes de los microorga-
nismos Azotobacter vinelandii y Azospirillum bra-
silense. Dicho fertilizante bacteriano consiste en una
suspension de microorganismos en un medio acuoso.
Los microorganismos se obtienen por un procedi-
miento que comprende: a) cultivo en placa de la
estirpe original; b) tratamiento de las colonias pre-
cedentes del cultivo anterior con otro medio de cul-
tivo; y c) cultivo de las colonias aisladas del paso
anterior. Las ventajas que supone el empleo de es-
tas nuevas estirpes de microorganismos vienen dadas
por su mejor tolerancia a medios muy alcalinos y la
mejor jacion de N2 as como por la mayor capaci-
dad de asimilacion de los compuestos formados por
los exudados de las races de las plantas.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Fertilizante bacteriano y procedimiento de ob-
tencion.
Objeto de la invencion
El objeto de la presente invencion es un ferti-
lizante bacteriano consistente en una suspension
que contiene celulas de nuevas estirpes de los mi-
croorganismos Azotobacter y Azospirillum. Di-
chos microorganismos y el procedimiento de ob-
tencion de dicho fertilizante bacteriano consti-
tuyen igualmente otro objeto de la presente in-
vencion.
Estado de la tecnica
Los principales microorganismos jadores de
nitrogeno atmosferico que se han empleado como
fertilizantes bacterianos (biofertilizantes) son el
Azotobacter y el Azospirillum.
El Azotobacter, se ha utilizado como fertili-
zante nitrogenado en algunas plantas de interes
agrcola como el maz, trigo, patata, remolacha,
tabaco, cebada, lino, avena, zanahoria, repollo
y tomate. La inoculacion con Azotobacter como
fertilizante bacteriano se ha desarrollado durante
muchos a~nos (Rubenchick L.I., \Azotobacter and
Its Use in Agriculture". Academy of Sciences of
the Ukranian SSR. Microbiological Institute im.
D.K. Zabolotnyi, 1963). De todas las estirpes, la
mas utilizada como inoculante ha sido A. chroo-
coccum, por ser la mas frecuente y abundante
en el suelo (Krieg N.R, Holt, J.G., Williams and
Wilkins Co., Baltimore, 1984).
Por otra parte, es de gran interes la ca-
pacidad de estos microorganismos de sintetizar
substancias activadoras de crecimiento vegetal,
como las tohormonas (citoquininas, auxinas,...)
(Gonzalez Lopez y col., Soil Biol. Biochem.
18:119-120, 1986) ya que es lo mas destacable en
su interaccion con las plantas. Entre las auxi-
nas estudiadas en Azotobacter vinelandii guran
el acido 3-indol-acetico y el acido 3-indol-lactico
(Garca Bilbao, J.; Tabares F. y col., J. of Appl.
Microbiol. Biotechnol. 25:502-506, 1987). Se
han aislado en plantas de Zea mays cultivadas
en suelos agrcolas, densidades importantes de A.
chroococcum (Martnez Toledo, FEMS Microbiol.
Ecol. 31:197-203, 1985) demostrando una aso-
ciacion entre el Azotobacter y las races del maz.
La inoculacion de Zea mays con Azotobacter re-
presenta un incremento importante en el peso
seco de la planta, aunque el tama~no de las hojas
no se ve afectado. La aplicacion de 40 Kg/Ha de
nitrogeno mas Azotobacter origina los mas altos
rendimientos en grano. Por otra parte, la ino-
culacion del maz con A. chroococcum, aislados
directamente de sus races, representa un efecto
favorable, originando en dosis peque~nas mejores
resultados (Gonzalez Lopez y col., Soil Biol. Bio-
chem. 18:119-120, 1986).
Usando urea con Azotobacter y Azospirillum,
[Tilak K.V. y col., \Azospirillum brasilense and
Azotobacter chroococum: Eect on the yield
of maize (Zea mays) and sorgum (Sorgum bi-
color), 1982] se obtuvieron resultados similares
en Zea mays. La inoculacion con Azotobacter
origina unos importantes benecios economicos
al aplicarse conjuntamente con peque~nas dosis
de fertilizante nitrogenado, no solo por su in-
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cremento signicativo en la produccion agrcola,
sino, al mismo tiempo, por el ahorro en ferti-
lizantes de nitrogeno (Meshram; Shend; Plant
and Soil 69:265-273, 1982). En muchas ocasiones
se ha empleado conjuntamente como inoculantes
Azotobacter y Azospirillum obteniendose resulta-
dos mas satisfactorios que al emplear unicamente
Azotobacter chroococcum (Tilak y col., ver refe-
rencia mas arriba). Sin embargo, algunos cultivos
como el trigo muestran mayor rendimiento con la
inoculacion de un solo microorganismo (Zambre y
col., Plant and Soil 82:61-67, 1984). En la patente
de n de solicitud 554728 se describen los prime-
ros mutantes de Azotobacter que mostraban una
mayor capacidad de jacion de N2 y su utilizacion
como biofertilizantes.
Hay diferentes formas de inocular con Azo-
tobacter los distintos tipos de plantas, bien con
celulas liolizadas (Meshram y Shende, ver re-
ferencia anterior) o preparacion en forma de
suspensiones inoculadas mediante bomba pe-
ristaltica (Smith R.L., Appl. Environ. Microbiol.
47:1331-1336, 1984). Segun Gonzalez Lopez (ver
referencia anterior) la doble inoculacion permite
una accion mas efectiva y prolongada del inocu-
lante, consiguiendose los rendimientos mas altos.
La cantidad de nitrogeno acumulado en el te-
rreno de cultivo con trigo, debido al efecto provo-
cado por Azospirillum y Azotobacter, es compa-
rable con las cantidades de nitrogeno aplicadas
comunmente como fertilizante. La inoculacion
con Azospirillum de guisantes nodulados natu-
ralmente, causo un signicativo aumento en el
numero de nodulos respecto a los controles y se
produjo un aumento de la cosecha.
El metodo de inoculacion en ca~na de azucar,
ba~nando la raz en Azotobacter, dio como resul-
tado un incremento respecto al testigo sin inocu-
lar, de un 24,3 %.
En ensayos de campo realizados con arroz, se
utilizaron dosis de nitrogeno (como urea) del 0,
50, 75 o 100% de las cantidades recomendadas.
El uso de biofertilizantes (Azospirillum lipoferum)
mas el 50 % de la dosis recomendada en cada tipo
de terreno es equivalente al empleo del 100% de
urea.
Inoculando con Azotobacter, las siguientes
plantas: Acacia auriculiformis, Gmelina arborea,
Tectona grandis, Dalbergia sisso, se logro aumen-
tar la supervivencia de un 15 a un 75 %.
En estudios con esquejes de morera se logro
un mayor rendimiento en la produccion de ma-
dera, altura del arbolado, tama~no y longitud de
las hojas al inocular con Azotobacter. Estudios
en maz, inoculados con Azospirillum brasilense,
lograron altos rendimientos en el desarrollo de las
plantas.
El incremento en semillas de roble, en diversos
suelos inoculados con Azotobacter, fue del 70,7 %
en el peso seco de las races y del 45 % en el de
las ramas, a los 90 das de crecimiento.
La aplicacion de Azotobacter y un solubiliza-
dor de fosfatos (Bacillum megaterium) (fosfobac-
terina) incremento todos los parametros medios a
los 8 meses sobre los controles: 20,2% la altura,
37,7% el diametro de la rizosfera, 34,6% el peso
fresco y un 44% el peso seco.
Inoculando con seis mutantes de Azospirillum
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semillas de mijo, utilizando distintas dosis de
nitrogeno, se consiguio un aumento medio de la
produccion de un 67% en el peso seco de la paja y
de un 56,36% en el peso seco del grano. Esta ino-
culacion supone un ahorro de 20 Kg de nitrogeno
por Ha y un incremento de un 50% en la apli-
cacion de este elemento.
Inoculando con Azospirillum brasilense semi-
llas de arroz y sorgo y crecidas en tierra sin fer-
tilizantes nitrogenados, se obtuvo un incremento
en la produccion sobre terrenos fertilizados con 40
Kg de nitrogeno por Ha, del 28,14% en el cultivo
de arroz.
Inoculando trigo con Azospirillum lipoferum,
se logro un incremento en la produccion de grano
por Ha del 64,3% en terrenos sin fertilizar, un
31,22% en cultivos con 40 Kg de nitrogeno por
Ha y un 40,22 % con 80 Kg de este fertilizante.
El incremento en la produccion de paja fue de
18,54%, 17,90% y 32,52%, respectivamente. El
aumento en la produccion de arroz, inoculando las
semillas con Azospirillum brasilense, es debido a
la sntesis de factores de crecimiento y a la jacion
de N2.
Inoculando durante 10 minutos Azotobacter
y Rhizobium, tanto juntas como por separado,
en Pisum sativum L., se observo un incremento
en la altura de las plantas, el numero de ramas
por planta, la produccion y en el contenido en
protena de las semillas. Al sustituir el Fe+2 por
Fe0 micronizado en el medio de cultivo, se ob-
serva un incremento en la jacion de N2 por Azo-
tobacter y en el peso seco de las celulas (patente
publicada con el n ES-2041219).
En la patente europea de n de publicacion
EP-0570079 se describen estirpes de Azospirillum
mediante las cuales se consigue estimular el cre-
cimiento de plantas de cereales.
El efecto favorable de la inoculacion con
celulas de Azotobacter y Azospirillum sobre dis-
tintos cultivos agrcolas es producto de una accion
multiple por representar una alteracion del equi-
librio microbiano supresor de microorganismos
patogenos, movilizacion de fosfatos, asimilacion
de exudados de las races de las plantas (acido
p-hidroxibenzoico,...) y produccion de metaboli-
tos como las tohormonas que estimulan el cre-
cimiento antes y despues de la germinacion, su-
poniendo tambien un ahorro muy considerable de
fertilizantes nitrogenados por la jacion de N2 en
el suelo.
Los efectos beneciosos de Azotobacter y
Azospirillum estan relacionados no solo con su ca-
pacidad para la jacion de N2 sino tambien con
la aptitud para la produccion de compuestos an-
tibacterianos y antifungicos, reguladores de cre-
cimiento y sideroforos (Pandey, A.; \Potential of
Azotobacters and Azospirilla as biofertilizers for
upland agriculture: a review"; Journal of Scienti-
c and Industrial Research 48,3, 134-144, 1989).
El ahorro de fertilizantes nitrogenados supone un
ahorro paralelo de combustibles fosiles. Es evi-
dente que esta relacion implique un enorme in-
teres por conseguir fertilizantes bacterianos que
puedan sustituir en parte o en su totalidad al
nitrogeno procedente de la sntesis amoniacal y,
por otra parte, desde un punto de vista ecologico
es necesario tambien sustituir estos fertilizantes
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nitrogenados por biofertilizantes que eviten la de-
gradacion del suelo.
Explicacion de la invencion
A diferencia del estado de la tecnica, el objeto
de la presente invencion es un fertilizante bacte-
riano que contiene celulas de nuevas estirpes de
los microorganismos Azotobacter y Azospirillum
especcamente desarrolladas para conseguir una
mejora de la jacion de N2 y una potenciacion de
la biosntesis de alginatos. Dicho fertilizante bac-
teriano consiste en una suspension de microor-
ganismos en un medio acuoso (medio Burk) de
pH =7,4 que contiene 1,6 gramos/litro de saca-
rosa; 0,8 g/l de PO4HK2; 0,2 g/l de PO4H2K;
0,2 g/l de SO4Mg.7H2O; 0,05 g/l de SO4Ca; 0,05
g/l de SO4Fe y 0,001 g/l de molibdato sodico.
Los microorganismos suspendidos en dicho medio
son una estirpe de Azotobacter vinelandii deposi-
tada en la Coleccion Espa~nola de Cultivos Tipo
(CECT) con el numero CECT 4534 y una estirpe
de Azospirillum brasilense depositada en la Co-
leccion Espa~nola de Cultivos Tipo con el numero
CECT 4533.
El microorganismo Azotobacter vinelandii
CECT 4534 constituye igualmente objeto de la
invencion y se obtiene mediante un procedimiento
que comprende:
a) cultivo en placa de la estirpe original Azotobac-
ter vinelandii 382 DSM (Coleccion Alemana de
Microorganismos), en medio Burk con D-glucosa
al 1,6% (peso/volumen) en lugar de sacarosa du-
rante 72 horas.
b) tratamiento de las colonias procedentes del cul-
tivo anterior con un medio de cultivo Burk que
contiene 0,05 % de acido D-L glutamico y 1,6 %
(peso/volumen) de manitol en lugar de sacarosa
mediante cultivo en placa durante un perodo de
tiempo comprendido entre 72 y 96 horas.
c) cultivo de las colonias aisladas del paso anterior
con un medio que contenga un 2% de glutamina y
0,05% de acido D-L glutamico a pH=7,8 durante
72 horas.
El microorganismo Azospirillum brasilense
CECT 4533 es asimismo objeto de la presente in-
vencion y se obtiene mediante un procedimiento
que comprende:
a) cultivo de la estirpe original Azospirillum bra-
silense 590 CECT, en medio Burk con D-Ribosa
al 1,6% (peso/volumen) en lugar de sacarosa du-
rante 72 horas.
b) tratamiento de las colonias procedentes del
cultivo anterior con un medio de cultivo que
contiene 0,05% de acido D-L glutamico y 1,6%
(peso/volumen) de manitol en lugar de sacarosa
mediante cultivo en placa durante un perodo de
tiempo comprendido entre 72 y 96 horas.
c) cultivo de las colonias aisladas del paso anterior
con un medio que contenga 2 % de glutamina y
0,05 % de acido D-L glutamico a pH =7,8 durante
72 horas.
El procedimiento de preparacion del fertili-
zante bacteriano es igualmente objeto de la in-
vencion y comprende:
a) cultivo en placa de las estirpes Azotobacter
vinelandii CECT 4534 y Azospirillum brasilense
CECT 4533 en un medio Burk de pH = 7,4
que contiene 1,6 gramos/litro de sacarosa; 0,8
g/l de PO4HK2; 0,2 g/l de PO4H2K; 0,2 g/l de
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SO4Mg.7H2O; 0,05 g/l de SO4Ca; 0,05 g/l de
SO4Fe y 0,001 g/l de molibdato sodico e incu-
bacion a 30C durante un perodo de tiempo com-
prendido entre 72 y 96 horas.
b) crecimiento del cultivo anterior mediante ino-
culacion de matraces de 300 ml de capacidad con
100 ml del medio de cultivo utilizado en el paso
anterior e incubacion en agitador orbital a 175
revoluciones por minuto durante 120 horas a una
temperatura comprendida entre 30 y 32 C.
c) inoculacion en fermentador al 1 % de inoculo
en volumen en un medio Burk, con una titulacion
mnima de Azotobacter vinelandii y Azospirillum
brasilense de 109 bacterias/ml para cada microor-
ganismo, y cultivo a una temperatura compren-
dida entre 30 y 32 C durante 52 horas en con-
diciones de aireacion mediante pulverizacion de
aire en el medio por un ltro de vidrio poroso a
un flujo de 300 litros de aire por minuto previa-
mente esterilizado mediante ltro de 0,45 m a
una presion de 1 Kg/cm2.
Descripcion detallada y modo de reali-
zacion de la invencion
Sometiendo celulas de Azotobacter y Azospiri-
llum en cultivos lquidos y solidos (con agar-agar)
a diferentes substratos, se consiguen variantes de
estas estirpes capaces de jar mas nitrogeno at-
mosferico, sintetizar mas tohormonas (citoquini-
nas, auxinas.... ) y metabolitos como los algina-
tos y aminoacidos esenciales, como la lisina y me-
tionina, en mayor concentracion. Estas estirpes
presentan tambien una mayor facilidad para uti-
lizar como sustratos productos de deshecho, por
ejemplo, los exudados de las races de las plan-
tas (acidos orto-, meta- y parahidroxibenzoico,...)
y residuos agrcolas como melazas, sarmientos,
vinazas, etc. La biosntesis de polisacaridos ge-
licantes (alginatos), permite a estas celulas de
Azotobacter y Azospirillum adherirse mejor a las
races de las plantas y al mismo tiempo disponer
de este sustrato capsular para su crecimiento y
reproduccion en el suelo.
Cultivo de Azotobacter vinelandii
Partiendo de la estirpe original de Azoto-
bacter vinelandii 382 DSM (Coleccion Alemana
de Microorganismos), cultivada durante 72 ho-
ras en un medio Burk, con D-glucosa al 1,6%
(peso/volumen) en lugar de sacarosa, en pla-
cas Petri y en cultivos lquidos, se consigue me-
diante puricacion y aislamiento de colonias, unas
celulas de Azotobacter que producen 1,7 g/l de al-
ginato en lugar de 0,25 g/l y consiguen jar mayor
cantidad de N2. Estas celulas se denominan con
las siglas 383 I2 de Azotobacter vinelandii.
Posteriormente se tratan y someten durante
un perodo de tiempo comprendido entre 72 y 96
horas a un medio de cultivo Burk que contiene
0,05 % de Acido D-L glutamico y 1,6% de manitol
como sustrato en lugar de sacarosa, por ser este
un precursor del acido algnico. La aportacion del
acido D-L glutamico tiene por objeto inhibir la
enzima nitrogenasa para potenciar la biosntesis
del alginato. De esta forma se consiguen celu-
las, aisladas en placa, que en posteriores cultivos
normalizados, con sacarosa como sustrato, llegan
a una produccion de 2,4 g/l de alginato con un
alto ndice de acidos uronicos (base de una buena
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gelicacion). Estas celulas se denominan con las
siglas 382 I2B de A. vinelandii. Al mismo tiempo
que sintetizan mayor cantidad de alginato jan
una concentracion de N2 superior a las estirpes
originales.
Para seguir potenciando la jacion de N2 Y la
biosntesis de alginatos, se someten de nuevo las
celulas de las colonias 382 I2B de A. vinelandii
durante 72 horas a un medio de cultivo con el 2%
de glutamina y 0,05% de acido D-L-glutamico a
pH=7,8. De igual forma que en el paso anterior
se consigue aislar colonias que, en cultivos norma-
lizados con sacarosa al 1,6% como sustrato, dan
lugar a mayor biosntesis de alginato (2,7 g/l) y
mayor jacion de N2 (77 % mas en forma de ion
NH4+ en el medio de cultivo). Esta estirpe se
denomina con las siglas 24APV de Azotobacter
vinelandii y ha sido depositada en la Coleccion
Espa~nola de Cultivos Tipo (CECT), habiendosele
asignado el numero CECT 4534.
Cultivo de Azospirillum brasilense
Las estirpes de Azospirillum brasilense obteni-
das a partir de la estirpe 590 CECT, se preparan
mediante el mismo procedimiento que en el caso
del Azotobacter, pero con D-Ribosa como unico
sustrato en todos los pasos, obteniendose una es-
tirpe denominada con las siglas 40AM de Azos-
pirillum brasilense que ha sido depositada en la
CECT habiendosele asignado el n CECT 4533.
Desarrollo de las celulas de 24APV Azotobacter
vinelandii y de 40AM Azospirillum brasilense
El medio de cultivo ideal para el mejor desa-
rrollo de las celulas de Azotobacter y de Azospi-
rillum es el siguiente:
substrato: Sacarosa : : : : : : : : : : : : : 1,6 g/l
sales: PO4HK2 : : : : : : : : : : : : 0,8 g/l
PO4H2K : : : : : : : : : : : : 0,2 g/l
SO4Mg.7H2O : : : : : : : : 0,2 g/l
SO4Ca : : : : : : : : : : : : : : 0,05 g/l
Molibdato sodico : : : : 0,001 g/l
oligeoele-
mentos: SO4Fe : : : : : : : : : : : : : : : 0,05 g/l
El pH nal del medio de cultivo se ajusta a
7,4.
Utilizando este medio de cultivo se siembran
las estirpes de Azotobacter vinelandii y de Azospi-
rillum brasilense en medios solidos en placas Petri
y se incuban a 30C durante un perodo de tiempo
comprendido entre 72 y 96 horas. Estos cultivos
puros y de reciente crecimiento sirven para inocu-
lar matraces de 300 ml de capacidad con 100 ml
de medio de cultivo, que se incuban a una tem-
peratura comprendida entre 30 y 32C durante
120 horas a 175 revoluciones por minuto en un
incubador orbital.
Una vez crecidos, se inoculan en un reactor
fermentador, a una temperatura comprendida en-
tre 30 y 32C, a~nadiendo el 1 % de inoculo, expre-
sado en volumen, en un medio Burk con una titu-
lacion mnima de Azotobacter vinelandii y Azos-
pirillum brasilense de 109 bacterias/ml para cada
microorganismo. El cultivo se lleva acabo en
condiciones de aireacion haciendo pasar por di-
cho reactor 300 litros de aire por minuto previa-
mente esterilizado mediante ltro de 0,45 m a
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una presion de 1 Kg/cm2. El aire se pulveriza en
el medio por un ltro de vidrio poroso. El tiempo
optimo de este cultivo sumergido es de 52 horas.
La biomasa celular de la mezcla de Azotobac-
ter y Azospirillum esta entonces disponible para
ser inoculada en las semillas y posteriormente en
el suelo.
Las ventajas que supone el empleo de las ce-
pas de Azotobacter y de Azospirillum objeto de
la presente invencion sobre las estirpes conocidas
son las siguientes:
1.-Las estirpes conseguidas de Azotobacter y
Azospirillum se reproducen bien a una mayor am-
plitud de pH y mejor que las estirpes conoci-
das, soportando medios muy alcalinos (pH=10),
evitandose por lo tanto problemas de esterili-
zacion y posibles contaminaciones.
2.- Dichas estirpes estan capacitadas para -
jar mas N2 y eliminar mas facilmente el ion NH
+
4
al medio de cultivo, excretando al mismo tiempo
polisacaridos con mayor concentracion que las es-
tirpes conocidas.
Estos polisacaridos serviran a las celulas
de Azotobacter y Azospirillum como reserva
energetica para su posterior desarrollo en el suelo
al mismo tiempo que les permitiran adherirse mas
facilmente a las races de las plantas.
3.- Estas variantes de Azotobacter y Azospi-
rillum poseen tambien una mayor capacidad de
asimilacion de los compuestos formados por los
exudados de las races de las plantas, como el
acido p-hidroxibenzoico, que apenas es utilizado
por otras estirpes.
4.- La velocidad de reproduccion y asimilacion
de los substratos es tambien mayor en las varian-
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tes de Azotobacter y Azospirillum que en las estir-
pes conocidas, ya que el peso seco maximo alcan-
zado por ellas llega a ser hasta 3 veces superior a
las 52 horas de cultivo sumergido a unos 28-30C.
5.- El rendimiento y la efectividad de estas
variantes de Azotobacter es muy superior a las es-
tirpes conocidas y a la estirpe inicial 382 DSM,
sintetizando tambien polisacaridos con alto ndice
gelicante (alginatos). La produccion de biomasa
celular de la estirpe 24 APV de Azotobacter es del
orden de 4 g/l de peso seco de celulas liolizadas.
Partiendo de sacarosa como unico sustrato, a una
concentracion del 1,6 % se obtiene un rendimiento
del 25%, es decir de cada 16 gramos de sacarosa se
obtienen 4 gramos de peso seco de celulas del mi-
croorganismo que se cultiva. Teniendo en cuenta
que, segun Rubenchick (ver referencia en Estado
de la tecnica), la cantidad de celulas de Azotobac-
ter necesarias para fertilizar una Ha es del orden
de 25 a 40 g, esta cantidad equivaldra a unos
7,5 l de cultivo celular aproximadamente. Es de-
cir, que con 120 g de sacarosa como unico sus-
trato, se obtienen las celulas de Azotobacter ne-
cesarias para la fertilizacion de una Ha.
Se han realizado diversas pruebas en inver-
nadero y en campo con distintos tipos de plan-
tas como tomate, zanahoria, remolacha y repollo,
inoculando las semillas y regando el terreno en
el que fueron sembrados con una suspension de
celulas de varias estirpes de Azotobacter y Azospi-
rillum. Los resultados, tanto en invernadero como
en campo, demostraron un efecto muy superior de
las estirpes objeto de la presente invencion sobre
las estirpes conocidas.
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REIVINDICACIONES
1. Fertilizante bacteriano consistente en
una suspension de microorganismos en un medio
acuoso (medio Burk) de pH=7,4 que contiene 1,6
gramos/litro de sacarosa; 0,8 g/l de PO4HK2; 0,2
g/l de PO4H2K; 0,2 g/l de SO4Mg.7H2O; 0,05
g/l de SO4Ca; 0,05 g/l de SO4Fe y 0,001 g/l de
molibdato sodico, caracterizado porque los mi-
croorganismos suspendidos en dicho medio son
una estirpe de Azotobacter vinelandii deposi-
tada en la Coleccion Espa~nola de Cultivos Tipo
(CECT) con el numero CECT 4534 y una estirpe
de Azospirillum brasilense depositada en la Co-
leccion Espa~nola de Cultivos Tipo con el numero
CECT 4533.
2. Microorganismo para la preparacion de un
fertilizante bacteriano, depositado en la CECT
con el numero 4534, caracterizado porque dicho
microorganismo pertenece a la estirpe Azotobac-
ter vinelandii y se obtiene mediante un procedi-
miento que comprende:
a) cultivo en placa de la estirpe original Azoto-
bacter vinelandii 382 DSM, en medio Burk con
D-glucosa al 1,6% (peso/volumen) en lugar de sa-
carosa durante 72 horas.
b) tratamiento de las colonias procedentes del cul-
tivo anterior con un medio de cultivo Burk que
contiene 0,05 % de acido D-L glutamico y 1,6 %
(peso/volumen) de manitol en lugar de sacarosa
mediante cultivo en placa durante un perodo de
tiempo comprendido entre 72 y 96 horas.
c) cultivo de las colonias aisladas del paso anterior
con un medio que contenga un 2% de glutamina y
0,05% de acido D-L glutamico a pH=7,8 durante
72 horas.
3. Microorganismo para la preparacion de un
fertilizante bacteriano, depositado en la CECT
con el numero 4533, caracterizado porque dicho
microorganismo pertenece al genero Azospirillum
brasilense y se obtiene mediante un procedimiento
que comprende:
a) cultivo en placa de la estirpe original Azospi-
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rillum brasilense 590 CECT, en medio Burk con
D-Ribosa al 1,6% (peso/volumen) en lugar de sa-
carosa durante 72 horas.
b) tratamiento de las colonias procedentes del cul-
tivo anterior con un medio de cultivo Burk que
contiene 0,05 % de acido D-L glutamico y 1,6 %
(peso/volumen) de manitol en lugar de sacarosa
mediante cultivo en placa durante un perodo de
tiempo comprendido entre 72 y 96 horas.
c) cultivo de las colonias aisladas del paso anterior
con un medio que contenga 2% de glutamina y
0,05% de acido D-L glutamico a pH=7,8 durante
72 horas.
4. Procedimiento para la preparacion de un
fertilizante bacteriano caracterizado porque di-
cho procedimiento comprende:
a) cultivo en placa de las estirpes Azotobacter
vinelandii CECT 4534 y Azospirillum brasilense
CECT 4533 en un medio Burk de pH=7,4 que
contiene 1,6 gramos/litro de sacarosa; 0,8 g/l
de PO4HK2; 0,2 g/l de PO4H2K; 0,2 g/l de
SO4Mg.7H2O; 0,05 g/l de SO4Ca; 0,05 g/l de
SO4Fe y 0,001 g/l de molibdato sodico e incu-
bacion a 30C durante un perodo de tiempo com-
prendido entre 72 y 96 horas.
b) crecimiento del cultivo anterior mediante ino-
culacion de matraces de 300 ml de capacidad con
100 ml del medio de cultivo utilizado en el paso
anterior e incubacion en agitador orbital a 175
revoluciones por minuto durante 120 horas a una
temperatura comprendida entre 30 y 32 C.
c) inoculacion en fermentador al 1 % de inoculo
en volumen en un medio Burk, con una titulacion
mnima de Azotobacter vinelandii y Azospirillum
brasilense de 109 bacterias/ml para cada microor-
ganismo, y cultivo a una temperatura compren-
dida entre 30 y 32 C durante 52 horas en con-
diciones de aireacion mediante pulverizacion de
aire en el medio por un ltro de vidrio poroso a
un flujo de 300 litros de aire por minuto previa-
mente esterilizado mediante ltro de 0,45 m a
una presion de 1 Kg/cm2.
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